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研究目的 
急性白血病の抗癌剤耐性は様々な機序によって惹起されるが、病型に拘
わらず耐性に関与し、治療効果を予測可能なマーカーは同定されていな
い。 
最近我々は、チロシンキナーゼSTYK1遺伝子が各種白血病細胞で普遍
的に検出され、その増殖に極めて重要な役割を担っていることを報告した。
このSTYK1は、細胞外ドメインを持たないユニークなチロシンキナーゼであ
る。すなわち発現のみで自己リン酸化し、PI3KやMAPKを活性化する。これ
らは細胞増殖を促進させるだけでなくアポトーシス抑制に働くことから、
STYK1が抗癌剤耐性に関わることが想定されるが、未だ報告がなく不明であ
る。 
そこで本研究では、まず白血病細胞にSTYK1遺伝子を導入した際の抗癌
剤感受性の変化を調べ、STYK1により制御を受ける分子群の同定を行っ
た。さらに、急性白血病患者における治療前のSTYK1 mRNAの発現を解析
し、抗癌剤治療効果の予測が可能か否か検討した。 
 
研究方法  
1) 対象とした患者試料と白血病細胞株                                       
MDS患者 8名および急性白血病患者 29名の末梢血、MDS患者 2名と
急性白血病患者 12名の骨髄血を使用した。また、ヒト白血病細胞株とし
て、HL-60細胞を用いた。 
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2) 生細胞数の測定法                                      
96well プレート内の細胞に Cell Titer-GloTMLuminescent Cell Viability 
Assay 試薬を添加し、ATP をルシフェラーゼ反応で発光量として捉え 
評価した。発光量の測定には、Veritas Microplate Luminometer を使用 
した。 
3) アポトーシスの評価法 
アポトーシス細胞の割合は、propidium iodide（PI）染色後の DNA ヒストグ
ラムと Caspase-Glo 3/7 Assay で解析した。  
4) STYK1 遺伝子導入細胞の作製法     
HL-60細胞への STYK1遺伝子発現 pCMV6ベクター（pCMV6-STYK1）
の導入は、エレクトロポレーション法で行った。比較対照には、STYK1 遺
伝子を含まない pCMV6 ベクター（pCMV6-Mock）を用いた。  
5) 遺伝子発現の評価法                                  
STYK1 mRNAの発現は、18S rRNAを内部標準とし、TaqMan RT-PCR 
法で定量化した。 
6) 蛍光免疫細胞染色による STYK1 蛋白発現の検出法 
細胞をサイトスピンでスライドガラスに貼り付け固定後、抗 STYK1 モノクロ
ーナル抗体と反応させ、蛍光標識した 2次抗体で発色させた。核の染色
には、Hoechst33342を使用した。 
7) STYK1 遺伝子発現ベクター導入による遺伝子発現変化の解析法 
pCMV6-STYK1 と pCMV6-Mock を導入した HL-60細胞における遺伝
子発現の変化は、Agilent SurePrint G3 Human GE 8×60K マイクロアレ
イと RT-PCR 法で評価した。 
研究成績 
1) HL-60細胞にSTYK1遺伝子発現ベクター（pCMV6-STYK1）を導入し、
mRNA発現量の変化を確認したところ、pCMV6-Mock導入細胞に比べ
約4.9倍上昇しており、STYK1蛋白の発現も高まっていた。そこで、
pCMV6-STYK1導入細胞における抗癌剤感受性の変化を調べたとこ
ろ、etoposideおよびdoxorubicinに対する感受性はpCMV6-Mock導入
細胞に比べ低下していた。 
2) STYK1の発現増強による抗癌剤感受性の低下が、アポトーシスの抑制に
よるものか否かを検討するため、pCMV6- STYK1およびpCMV6- Mockを
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導入したHL-60細胞に抗癌剤を添加し、caspase-3/7活性の変化を比較
した。その結果、etoposideおよびdoxorubicin処理によるcaspase-3/7活
性の上昇は、pCMV6-Mock導入細胞に比べ、pCMV6-STYK1導入細胞
の方が抑制されていた。さらに、PI染色して調べたアポトーシス細胞の割
合も、pCMV6-STYK1導入細胞の方が低かった。 
3) pCMV6-STYK1導入による遺伝子発現の変化を、マイクロアレイを用い
て解析した。細胞増殖または細胞死に関連し、かつ発現量の差が4倍以
上あるいは1/4以下のものを抽出した。このうち、RT-PCR法でも明らかな
変動が確認された分子は、チロシンキナーゼのリガンドである線維芽細
胞増殖因子（FGF17、FGF20）、チロシンキナーゼ（EphA4、FLT4、
STK31）、NFｋB誘導分子（MAPK4、TNFRSF11）および幹細胞複製分子
（SALL4、NOV）の9種であった。 
4) 急性白血病41例を対象とし、STYK1 mRNAの発現量を測定した。健常者
末梢血あるいは非白血病骨髄における平均値+2SDをカットオフとする
と、末梢血試料の79.3％（23/29）、骨髄血試料の75.0％（9/12）が陽性で
あった。また、両試料ともに、MDS症例と比較しても白血病症例では高値
を示していた。さらに、抗癌剤治療後の転帰が追跡可能であった末梢血
試料を、完全寛解（CR）11例と治療不応（NR）11例に分けて発現量を比
較した。カットオフ以下の症例はいずれもCR例であり、CR例の平均値が
635±560であったのに対し、NR例では3,572±2,483と有意(p<0.001)に
高かった。この結果は、骨髄血でも同様であった。 
 
考察                                   
本研究では、チロシンキナーゼ STYK1 が急性白血病において抗癌剤耐性
因子として働くことを、初めて明らかにした。 
STYK1 は発現のみで自己リン酸化し、機能を発揮する極めてユニークなチ
ロシンキナーゼである。このことに着目し、白血病細胞に STYK1遺伝子発現ベ
クターを導入したところ、抗癌剤感受性が低下し、同時に抗癌剤による caspase
活性の誘導が抑制され、アポトーシス細胞の減少もみられた。 
そこで、STYK1 による抗癌剤耐性の誘導機序を調べるため、マイクロアレイ
解析を行った。STYK1遺伝子発現ベクター導入細胞では、複数のチロシンキ
ナーゼと NFkB 活性化分子の発現が高まっていたことから、これらがアポトーシ
-4- 
スの抑制に働くと考えられた。また、SALL4 や NOVなどの幹細胞複製分子の
遺伝子発現も誘導されていた。特に SALL4 に関しては、抗癌剤に耐性を示す
白血病幹細胞のマーカーとなることが報告されており興味深い。 
以上の知見を基に、急性白血病症例で STYK1 遺伝子の発現量を解析した
ところ、末梢血や骨髄血を問わず、MDSを含む非白血病群に比べ高発現して
いた。すなわち、STYK1 の発現増強と急性白血病発症の密接な関係が示唆さ
れた。さらに、従来の染色体や遺伝子異常の有無に拘わらず、治療不応例で
STYK1 が高発現することを明らかにした。 
 
結論 
チロシンキナーゼ STYK1 が、急性白血病で抗癌剤耐性因子として働くことが
明らかになった。また､治療前のSTYK1遺伝子の発現量解析が、抗癌剤の治療
効果予測に有用と考えられた。 
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結果の要旨 
本研究では、白血病細胞に STYK1遺伝子を導入した際の抗癌剤感受性の変化を調べ、機
序解析も行った。さらに、急性白血病患者を対象とし、治療前の末梢血あるいは骨髄血中
の STYK1 mRNAの発現量を解析し、抗癌剤治療効果の予測が可能か否か検討した。その
結果、STYK1が、アポトーシスの抑制を介して抗癌剤耐性を誘導することが明らかになっ
た。また、その機序として、複数のチロシンキナーゼ、NF-kB活性化分子や幹細胞複製分
子の発現増強が示唆された。さらに、急性白血病患者において、治療不能(NR)群では完全
寬解(CR)群に比べ、治療前の STYK1 mRNAの発現が有意に高く、抗癌剤の治療効果予測
に有用なことを見出した。 
本研究の成果は、急性白血病の治療効果予測における STYK1の有用性に関する新知見で
あり、博士論文に値すると審査委員全員から評価を頂いた。 
 
